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論 文 内 容 要 旨
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Fig.1.ChemicalstructureofDY-9760e.
3{2{4一(3-chloro-2-methylphenyl)一1-piperazillyl]ethyl]一5,6-d㎞ethoxy-1一(4-i
midazolylmethyl)一1H-indazoledihydrochloride31/2hydrate.
Fu曲e㎜ore,DY-9760ecanprotectcells廿omcytotoxicityinducedbytheCa2+一ionophorethatcausesanincrease
inintracellularCaZ',anditsprotectiveeffectismorepotentthanthatofW-7.Thesefindingssuggestedthatinhibition
ofcalmodulinisusefulforneuroprotection.Therefore,theauthorevaluatedeffectsofDY-9760eincerebralischemia
modelsandanalyzedmechanismtoprovideitsneuroprotectiveaction.
First,effectofDY-9760ewasevaluatedinratswithpermanentfocalischemia.IntravenousadministrationofDY-
9760e(0.5mg/kg/hfor6h)significantlyreducedinfarctvolumecausedbyocclusionofthemiddlecerebralartery
(MCA).Theneuroprotectiveeffectwasstillobservedevenwhentheadministrationwasstartedat3hafterMCA
occlusion.Furthermore,applicationofaloadingdoseofO.3mg/kg/hfor2hfollowedbyinfusionatO.1mg/kg/hfor
22hallowedDY-9760etobeeffective,incontrasttoitsfailuretobeprotectiveatO.1mg/kg/hfor24hwithoutthe
loadingdose.Thus,prolongationofcontinuousinfusionprecededbyaloadingdoseisanefficaciousdosingregimen
forthiscompound,especiallywiththeuseofalowinfusionrate.Itisknownthatcerebralischemiaproducesmore
severebraininjuryinspontaneouslyhypertensiverats(SHRs)thaninanynormotensivestrain.DY-9760eshoweda
protectiveeffectagainstpermanentfocalischemiainSHRs.
Next,theauthorinvestigatedwhetherDY-9760eprovidesprotectioninamodelwithischemia/reperfusion,which
leadstodevelopmentofseverebrainedema.DY-9760eattenuatedthecerebralinfarction(Fig.2)andbrainedema
;
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AnexcessiveelevationofintracellularCaZ'concentrationplaysanimportantroleinpathologicaleventsafter
cerebralischemia.CalmodulinisamajorCaZ'bindingproteininthecentralnervoussystem.Ithasbeenshownthat
persistentincreaseofCa2+一boundcalmodulin,whichisanactiveformofcalmodulin,isassociatedwithneuronal
damageafterischemia.Thus,Ca2+overloadinneuronsmayinduceaberrantactivationofCat'/calmodulinsignaling
systems,resultinginneuronaldamage.DY-9760e(Fig.1),anindazolederivative,isanewlysynthesizedspecific
calmodulinantagonistthatismorepotentthanW-7,awell-knowncalmodulinantagonist.
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formationafteratransientMCAocclusion,anditsneuroprotectiveeffectwasalsoconfirmedbymagneticresonance
imaging.Thus,DY-9760ewasprotectiveagainstnotonlypermanentfocalischemiabutalsotransientfocalischemia.
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Fig.2.EffectsofDY-9760eoncerebralinfarctvolumeintransientlyMCA-occludedrats.
Imagesarerepresentative2,3,5-tripheyltetrazoliumchloride-stainedcorona)brain
sections:above,vehicle;below,DY-9760e(1mg/kg/h).
Toinvestigatewhethercalmodulinisinvolvedintheprocessofbraindamage,effectoftrifluoperazine,a
calmodulinantagoniststructurallyunrelatedtoDY-9760e,onbrainedemacausedbytransientMCAocclusionwas
examined.Trifluoperazine,aswellasDY-9760e,attenuateddevelopmentofbrainedemafollowingtransientfocal
ischemia,suggestinginvolvementofcalmodulininthebrainedemafollowingcerebralischemia.Fodrin,a
cytoskeletalcalmodulin-bindingprotein,isdegradedbycalpain,aCaZ'一dependentprotease,aftercerebralischemia.
Calmodulinhasbeenshowntostimulateitsdegradationbycalpain.DY-9760ereducedfodrinbreakdownafter
transientfocalischemiainadose-dependentmanner.BecauseDY-9760edidnotdirectlyaffectcalpainactivityin
碗 π),theinhibltionoffbdrinbreakdownisduetoitscalmodulin-antagonistice脆ctfbrfbdrin.Inadditiontothe
effectofDY-9760eonfodrindegradation,theauthorandhiscolleagueshavedemonstratedthatDY-9760einhibits
nitricoxideproductionincellsexposedtoCat+一ionophoreandanimalssubjectedtocerebralischemia,andreleaseof
arachidonicacidfromC6gliomacellselicitedbyactivationofcytosolicphospholipaseA2.DY-9760ehadnoef飴ct
oncerebralbloodflowinthecortex.TheneuroprotectiveactionofDY-9760eislikelytobemediatedbyblocking
severalCaz+/calmodulin-dependentpathwaysintheprocessofbraindamage.
SinceDY-9760eandtrifluoperazineattenuateddevelopmentofbrainedemafollowingtransientfocalischemia,
thecalmodulinantagonistsmayaffectachangeintheblood-brainbarrier(BBB)integrityaftertransientfocal
ischemia.Infact,DY-9760eamelioratedtheBBBdisruptioninducedbycerebralischemia/reperfusion.Furthermore,
DY-9760eandtrifluoperazinereducedTNF-a-inducedhyperpermeabilityofinulinthroughaculturedbrain
microvascularendothelialcellmonolayerinvitro.Theseresultssuggestthattheprotectiveeffectofcalmodulin
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antagonists,includingDY-9760eandtriHuoperazine,ismediatedinpa曲yinhibitionofenhancedBBBpe㎜eability
afterischemicinsults.
Inthepresentstudy,theauthordemonstratedthatDY-9760eisaneuroprotectivecompoundagainstcerebral
ischemia.AssummarizedinFig.3,thecalmodulinantagonistinhibitscalmodulin-dependentpathways,which
accountforneuronalcelldeath.TheauthoralsodemonstratedthatDY-9760erescuedneuronsfrombraindamage
includingbrainedemaandBBBdisruption.However,furtherstudiesarerequiredtodefinemodeofactionofDY-
9760eontheinhibitionofbrainedemaandBBBdisruption.
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Fig.3.Cat+/calmodulinhypothesisforinductionofneuronalcelldeath.
Inthiscontext,DY-9760eisnotonlyapotential,therapeuticdrugfortreatmentofacutestrokepatientsbutalso
prototypedrugtodefinefunctionalrelevanceofcalmodulininthemechanismsofneuronaldeathfollowingbrain
ischemia.
、
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審 査 結 果 の 要 旨
現在の科学 レベ ルで は,脳 虚血 に よって障害 された中枢神 経細胞 を再生す るこ とは難 しい。そのため,
脳 虚血発症後 の損傷組織の拡大 を阻む脳保護薬 の出現が待 望 されて吟る。 しか し,虚 血 による神経細胞死
の要因 としては受容体 ・酵素 を含め様 々な ものが報告 されてお り,脳 保護薬 開発上,標 的 を絞 り込 む こと
を困難 に している。佐藤俊 之氏 は神経細 胞死 の引 き金 となるCa2+流入 と,細 胞死 に直接 関わる様 々な酵素
との間に位置す るCa2+結合 蛋 白のcalmodulinに着 目し,そ の活性化 を抑制す るこ とで虚血性神経細胞死 を
阻止 で きる との これ までに無 い仮説 を立 て,そ の実証 のために末梢投与可能 な新規calmodulin拮抗薬DY-
9760eを創製 した。同底 はDY-9760eがラ ッ ト脳虚血 モ デルで脳保護作用 を示す こ と,そ の脳 保護作用が
calmodulin拮抗 に基づ くことを明 らか に し,脳 虚血障害克服 の標 的 としてcalmodulinが妥当で あるこ とを
本研 究で示 した。
本論文 では初 め に,DY-9760eを持続静 注する ことによ りラ ッ ト脳虚血モ デルで生 じる脳梗 塞の容積が
減少す るこ とを示 した。 また脳 浮腫 の軽減作用 を認め るこ とも明 らか に し,さ らにDY-9760eと化学構造
の異 なるcalmodulin拮抗薬 のtrifluoperazineにも同様 の効果が認め られるこ とを示 した。次 に,DY-9760e
の脳保護作用 は脳血流増加 に因る もので はな く,calmodulin阻害 による神経細 胞 に対 す る直接的 な保護作
用 に因 ることを神経細胞障害マ ーカーのfodrin分解産物 の減少 よ り明 らかに した。 また,DY-9760eが虚1血
による血液脳 関門の機能破綻 を抑止す ることを脳虚血 モデルで明 らか にして,そ の作用が血管内皮細胞の
バ リア機 能保全 による ことを示 した。以上 の結果 か らcalmodulin拮抗薬 は,直 接 的な神経細 胞保護作用 と
血液脳 関門機能保全 による虚血性2次 障害の防止作用 を併せ持つ ことが示 された。
本研 究の知見は,calmodulin拮抗薬 が脳保護薬 として有用 である可能性 を示唆す る とい う重要かつ新規
性 に富 む研究 であると言え る。
よって,本 論文は博士(薬学)の学位論 文 として合格 と認める。
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